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POVZETEK 
Tollu podobni receptorji (TLR) predstavljajo pomemben del prirojene imunosti, ki ima ob 
vdoru tujka v naš organizem vlogo prve obrambne linije. Med desetimi poznanimi humanimi 
TLR, katerih naloga je prepoznavanje za patogene in za poškodbe značilnih molekulskih 
vzorcev (PAMP in DAMP), spada TLR8 v skupino endosomalnih receptorjev in prepoznava 
ssRNA virusov. Po aktivaciji teh receptorjev se sproži kaskada reakcij, ki na koncu inducira 
izražanje genov z zapisi za provnetne citokine. V kolikor TLR prepozna tudi telesu lastne 
molekule, kar je značilno za nekatere avtoimunske bolezni (revmatoidni artritis, sistemski 
eritematozni lupus), je prekomerni imunski odziv smiselno zdraviti z antagonisti. 
V sklopu magistrske naloge smo na osnovi že znanega antagonista TLR8, ki je bil predhodno 
odkrit z virtualnim rešetanjem, v okviru štiristopenjske sinteze pripravili sedemnajst končnih 
spojin, in sicer novih 2-substituiranih derivatov 4-(furan-2-il)-6-(trifluorometil)pirimidina. 
Uporabljena sinteza je zajemala pripravo 1,3-dikarbonilne spojine, njeno kondenzacijo s S-
metilizotiosečnino do pirimidinskega obroča, oksidacijo sulfida do sulfona ter substitucijo 
izbranega amina z metilsulfonsko skupino na mestu 2 pirimidinskega obroča. Končnim 
spojinam smo z različnimi analitskimi tehnikami potrdili istovetnost in čistost. Na podlagi 
rezultatov biokemijskega testiranja smo za sintetizirano serijo naših spojin pridobili nekaj 
novih informacij o odnosu med strukturo in antagonističnim delovanjem na TLR8. 
Najmočnejše antagonistično delovanje je izkazala spojina 20, pri čemer smo ugotovili, da 
hidroksilna skupina ključno prispeva k jakosti delovanja. Poleg te spojine so šibko 
antagonistično delovanje izkazovale tudi spojine 17 - 19. Vsem štirim spojinam je skupna 
vsebnost substituiranega benzilamina na mestu 2, kar zaradi možnosti tvorbe hidrofobnih in 
π-π interakcij pozitivno vpliva na vezavo liganda. 
Spojina 20 tako predstavlja nov strukturni razred modulatorjev TLR8 in pomembno 
izhodišče za nadaljnje raziskave in razvoj novih antagonistov TLR8 kot potencialnih 
učinkovin za zdravljenje avtoimunskih bolezni.  
Ključne besede: Tollu podobni receptorji, TLR8, antagonisti, avtoimunske bolezni, 
derivati  pirimidina
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ABSTRACT 
Toll-like receptors (TLRs) represent an important part of innate immunity, which is the first 
line of defence against any invasion of the human body. Among the ten-known human TLRs, 
whose function is to recognise pathogen- and damage-associated molecular patterns 
(PAMPs and DAMPs), TLR8 belongs to the group of endosomal receptors and recognizes 
viral ssRNA. Upon activation of these receptors, a cascade reaction is triggered that 
eventually induces gene expression of pro-inflammatory cytokines. If TLR also recognizes 
the body’s own molecules, which is a characteristic of some autoimmune diseases 
(rheumatoid arthritis, systemic lupus erythematosus), it is reasonable to treat the excessive 
immune response with antagonists.  
As a part of this Master’s thesis, using four-step synthetic route, we synthesized 17 final 
compounds, i.e. new 2-substituted derivatives of 4-(furan-2-yl)-6-(trifluoromethyl) 
pyrimidine, on the basis of a known TLR8 antagonist, which was previously discovered by 
virtual screening. The synthesis involved the preparation of a 1,3-dicarbonyl compound, its 
condensation with S-methylisothiourea to form a pyrimidine ring, the oxidation of sulfide to 
sulfone, and substitution of selected amine with methylsulfone group at the position 2 of the 
pyrimidine ring. The identity and purity of the final compounds was confirmed by various 
analytical techniques. Based on the results of biochemical assays determined for the series 
of our synthesized compounds new information about TLR8 antagonists’ structure and 
activity relationship was obtained. 
Compound 20 exhibited the most potent antagonist activity. Furthermore, it was found that 
the hydroxyl group significantly contributes to its potency. In addition, compounds 17-19 
also showed weak antagonist activity. All four compounds have in common the substituted 
benzylamine at position 2, which has a positive effect on the ligand binding due to the 
possible formation of hydrophobic and π-π interactions. 
Compound 20 thus represents a new structural class of TLR8 ligands and an important 
starting point for further research and development of novel TLR8 antagonists as potential 
immunosuppressive drugs.  
Key words: Toll-like receptors, TLR8, antagonists, autoimmune diseases, pyrimidine 
derivatives 
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SEZNAM OKRAJŠAV 
 
APC  antigen predstavljajoča celica (angl. antigen presenting cell) 
CLR  lektinski receptor tipa C (angl. C-type lectin receptor) 
CXCL4 kemokinski ligand 4 (angl. chemokine (C-X-C motif) ligand 4) 
DAMP  za poškodbe značilni molekulski vzorci (angl. damage-associated molecular 
pattern) 
DC  dendritična celica 
DMSO dimetil sulfoksid 
DNA  deoksiribonukleinska kislina 
dsRNA dvoverižna ribonukleinska kislina 
FBS  fetalni goveji serum (angl. fetal bovine serum) 
HEK293 človeške embrionalne ledvične celice 293 (angl. human embryonic kidney 
293 cells) 
HMGB1 protein skupine 1 z visoko mobilnostjo (angl. high mobility group box 1) 
HPLC  tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (angl. high performance liquid 
chromatography) 
HRMS  masna spektrometrija visoke ločljivosti (angl. high resolution mass 
spectrometry) 
HSP  protein vročinskega šoka (angl. heat shock protein) 
hTLR8 humani TLR8 
Hz  Hertz 
Ig  imunoglobulin 
IL-1  interlevkin-1 
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IRAK1/4 z interlevkin-1 receptorjem povezana kinaza 1/4 (angl. interleukin-1 
receptor-associated kinase 1/4) 
IRF7  interferon regulatorni faktor 7 (angl. interferon regulatory factor 7) 
IS  imunski sistem 
LPS  lipopolisaharid 
LRR  z levcini bogata ponovitev (angl. leucin rich repeat) 
MS  masna spektrometrija   
MyD88 mieloidni diferenciacijski faktor 88 (angl. myeloid differentiation primary 
response 88) 
NF-κB jedrni faktor – κB (angl. nuclear factor κB) 
NK  naravna celica ubijalka (angl. natural killer cell) 
NLR  NOD-u podoben receptor (angl. NOD-like receptor) 
NMR  jedrska magnetna resonanca (angl. nuclear magnetic resonance) 
NSAID nesteroidna protivnetna učinkovina 
ORN  oligoribonukleotid 
PAMP  za patogene značilni molekulski vzorci (angl. pathogen-associated 
molecular pattern) 
PBS fosfatni pufer (angl. phosphate-buffered saline) 
pDC  plazmacitoidna dendritična celica 
ppm  delci na milijon (angl. parts per million) 
PRR  receptor za prepoznavo molekulskih vzorcev (angl. pattern recognition 
receptor) 
RA  revmatoidni artritis 
Rf  retencijski faktor 
RLR  RIG-u podoben receptor (angl. RIG-I like receptor) 
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SEAP sproščena oblika embrionalne alkalne fosfataze (angl. secreted embryonic 
alkaline phosphatase) 
siRNA  kratka interferenčna ribonukleinska kislina 
SLE  sistemski lupus eritematozus 
SNP  polimorfizem enega nukleotida (angl. single nucleotide polymorphism) 
SS  sistemska skleroza 
ssRNA enoverižna ribonukleinska kislina 
Tc  celica T-ubijalka 
Th  celica T-pomagalka 
TIR  Toll/IL-1 receptor 
TLC  tankoplastna kromatografija (angl. thin layer chromatography) 
TLR  Tollu podoben receptor (angl. Toll-like receptor) 
TRAF6 z receptorjem za dejavnik tumorske nekroze povezan faktor 6 (angl. tumor 
necrosis factor receptor (TNFR)-associated factor 6) 
Treg  regulatorna celica T 
TRIF  adapter z vsebujočo domeno TIR, ki spodbudi interferon-β (angl. TIR-
domain-containing adapter-inducing interferon-β) 
tR  retencijski čas
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1 UVOD 
1.1 IMUNSKI SISTEM 
Zaradi neprestane izpostavljenosti patogenim organizmom, kot so virusi, bakterije, paraziti 
in glive, mora biti v človeškem organizmu vzpostavljen obrambni mehanizem. Tekom 
evolucije se je zato razvil imunski sistem (IS), ki organizem ščiti pred škodljivimi dejavniki 
in na ta način zagotavlja homeostazo. Gre za kompleksen sistem, v katerega so vključene 
različne celice in molekule, ki skupaj in usklajeno poskrbijo za ustrezen odgovor na telesu 
tuje snovi (komponente mikrobov, tuji proteini in polisaharidi) oziroma za imunski odziv. V 
nekaterih primerih pa lahko zaradi okvare IS tudi telesu lastne molekule sprožijo imunski 
odziv, kar imenujemo avtoimunski odziv. V tem primeru namreč IS deluje prekomerno ali 
pa telesu lastno molekulo prepozna kot tujo. IS ali imunost sestavljajo komponente iz dveh 
delov, ki sta med seboj neločljivo povezana: prirojena (naravna, nespecifična) imunost in 
pridobljena (specifična) imunost (1,2).  
Prirojena imunost predstavlja prvo obrambno linijo pred patogenimi organizmi 
(preglednica I). Zanjo je značilen hiter odziv (v nekaj urah), a precej nespecifično in 
neselektivno prepoznavanje tujkov. Ta del imunosti sestoji iz naslednjih komponent: 
- fizične in kemične pregrade: koža, sluznica prebavnega in dihalnega trakta ter 
antimikrobne substance in pogoji na mestu pregrad oziroma v telesnih tekočinah; 
- humoralna komponenta (topni proteini): naravno prisotna protitelesa IgM, proteini 
sistema komplementa, proteini odziva akutne faze; 
- celična komponenta (celice prirojene imunosti) (1,3). 
Celice prirojene imunosti pri tem pripomorejo na različne načine: fagociti (nevtrofilci in 
monociti/makrofagi) z internalizacijo in ubijanjem mikrobov, produkcijo citokinov ter 
regeneracijo tkiv; dendritične celice (DC) s predstavitvijo antigenov na svoji površini in 
posledično z aktivacijo pridobljene imunosti; naravne celice ubijalke (NK) pa so odgovorne 
za uničenje okuženih ali poškodovanih celic. Odziv s strani prirojene imunosti večinoma ni 
dovolj učinkovit, zato smo vretenčarji tekom evolucije razvili tudi pridobljeno imunost (1,2). 
Mehanizme pridobljene imunosti posameznik razvije oziroma prilagodi kot odgovor na 
vdor specifičnega tujka. Od prirojene imunosti se torej ključno razlikuje v specifičnosti ter 
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kot taka temelji na pridobljenih ‘izkušnjah’ oziroma izpostavitvi posameznika določenim 
tujkom (preglednica I) (4,5). Ta del imunosti se aktivira kasneje, šele po nekaj dneh. 
Pridobljeno imunost lahko razdelimo na dve veji: humoralno ter celično posredovano 
imunost. Temelj celično posredovane imunosti so limfociti T (celice T). Pri tem ima ključno 
vlogo tudi povezava s prirojeno imunostjo. Ob predstavitvi antigena na antigen 
predstavljajočih celicah (APC, v glavnini so to DC) naivnemu limfocitu T se razvije 
populacija funkcionalnih efektorskih celic. Gre za: 
- celice T-ubijalke (Tc), ki uničijo okužene celice; 
- celice T-pomagalke (Th), ki s sproščanjem citokinov stimulirajo proliferacijo in 
diferenciacijo tako preostalih limfocitov T kot tudi limfocitov B ter makrofagov; 
- regulatorne celice T (Treg), ki zavrejo pretiran (avto)imunski odziv (1,5). 
Humoralna imunost na drugi strani zajema specifična protitelesa, ki jih proizvajajo in 
izločajo plazmatke oziroma dozoreli limfociti B (celice B) kot posledica klonske 
ekspanzije1. Protitelesa prepoznajo zunajcelične mikrobne antigene, jih označijo 
(opsonizirajo) za odstranitev in s tem sprožijo fagocitozo, sproščanje vnetnih mediatorjev 
ter aktivacijo komplementa. Za razliko od prirojene imunosti je za pridobljeno imunost 
značilen tudi imunski spomin. Ob prvi izpostavitvi antigenu se namreč poleg efektorskih 
limfocitov razvije tudi populacija spominskih limfocitov B in T, ki ob ponovni izpostavitvi 
antigena zagotovijo hitrejši in močnejši imunski odziv (1–3,5).  
 
1 Klonska ekspanzija – porast števila celic, ki izražajo identične receptorje za določen antigen. 
3 
 
Preglednica I: Osnovni mehanizem in lastnosti prirojene (naravne) imunosti in 
pridobljene imunosti. Prirejeno po (1,2). 
 
1.2 RECEPTORJI PRIROJENE IMUNOSTI 
Prirojen imunski odziv kljub vsemu ni povsem nespecifičen. Celice prepoznavajo 
molekulske vzorce, ki so značilni za posamezen tip mikrobov ali za poškodovane celice. 
Poznamo za patogene značilne molekulske vzorce (PAMP, angl. pathogen-associated 
molecular pattern) in za poškodbe značilne molekulske vzorce (DAMP, angl. damage-
associated molecular pattern). PAMP so vzorci oziroma strukturni elementi, ki so ključni 
za preživetje določenega mikroba in jih zato ti le s težka spreminjajo z namenom izognitve 
imunskega sistema gostitelja. Gre za virusne in bakterijske nukleinske kisline (ssRNA, 
dsRNA, CpG otočki), komponente bakterijske celične stene (lipopolisaharidi, lipoteihoična 
kislina, peptidoglikan), virusne proteine, bakterijske proteine (filin, flagelin), glivne 
ogljikove hidrate (manan, glukan). DAMP pa so vzorci oziroma endogene molekule, ki jih 
sproščajo poškodovane ali umirajoče celice našega organizma v presežni koncentraciji (npr. 
proteini vročinskega šoka – HSP, jedrni protein HMGB1)  (1,2,4). 
Ti mehanizmi prepoznave potekajo preko receptorjev za prepoznavo molekulskih vzorcev 
(PRR, angl. pattern recognition receptor), ki se nahajajo na površini ali v notranjosti celic 
naravne imunosti (predvsem nevtrofilci in makrofagi, DC) ter epitelijskih celic, ki tvorijo 
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fizične bariere (v pljučih, gastrointestinalnem traktu). Ti receptorji torej prepoznavajo 
strukturno podobne in široko zastopane molekule, za razliko od receptorjev na limfocitih T 
in B, ki so molekularno visoko selektivni (1,2). Obstaja več družin PRR, in sicer: Tollu 
podobni receptorji (TLR), citosolni NOD-u podobni receptorji (NLR), RIG-u podobni 
receptorji (RLR) in transmembranski lektinski receptorji tipa C (CLR). Ob njihovi aktivaciji 
se sproži kaskada signalov, ki nadalje stimulirajo fagocitozo mikrobov, lizo poškodovanih 
celic in izločanje citokinov, kar skupno privede tudi do aktivacije specifičnega pridobljenega 
imunskega odziva (1).  
1.3 TOLLU PODOBNI RECEPTORJI 
Tollu podobni receptorji (TLR), ena izmed najbolj raziskanih družin PRR, so poimenovani 
po strukturno in funkcionalno podobnem proteinu, katerega zapis nosi gen Toll, ki je bil 
najprej identificiran v vinski mušici (1,6). Pri ljudeh je bilo do danes odkritih 10 različnih 
tipov TLR (TLR1 – TLR10; funkcija TLR10 še ni povsem znana), pri miših pa še dodatna 
dva (TLR1 – TLR9 in TLR11 – TLR13; TLR10 pri miših ni funkcionalen). Pri tem 
posamezni tipi prepoznavajo različne, zanje specifične ligande (2,6–8).  
 
Slika 1: Shematski prikaz strukture monomerne oblike TLR. Prirejeno po (1). 
TLR so transmembranski glikoproteini tipa 1 (C-terminalni del obrnjen proti citosolu) s 3 
domenami: N-terminalno vezavno domeno v obliki podkve, enojnim transmembranskim 
heliksom in C-terminalno signalno domeno. N-terminalna vezavna domena vsebuje z 
levcinom bogate regije (LRR, angl. leucine rich repeat) in en ali dva s cisteini bogata motiva 
(slika 1) (1,6). C-terminalna signalna domena pa vsebuje domeno, ki je homologna domeni 
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receptorja za interlevkin-1 (IL-1) oziroma tako imenovano TIR domeno. Slednjo med 
drugim vsebujejo tudi receptorji za citokine IL-1 in IL-18 ter sprožijo tudi podobne signalne 
poti kot TLR (1).  
V neaktivni obliki so TLR večinoma monomeri, ob aktivaciji pa tvorijo homodimere, z 
izjemo TLR2, ki tvori heterodimere s TLR1 ali TLR6. Glede na lokacijo TLR ločimo: 
- zunajcelične TLR, ki se nahajajo na citoplazemski membrani (plazmalemi): TLR tipa 
1, 2, 4, 5, 6, 10; 
- znotrajcelične TLR, ki se nahajajo v notranjosti celice na membrani endosoma: TLR 
tipa 3, 7, 8, 9 (slika 2) (1,2).  
 
Slika 2: Prostorska razporeditev posameznih tipov TLR in njihova signalizacija. 
Prirejeno po (9). 
Takšna prostorska ločitev tudi omogoča selektivno prepoznavanje različnih vrst vzorcev 
oziroma ligandov in pripomore k toleranci do lastnih molekul. Zunajcelični TLR namreč 
prepoznajo predvsem molekulske vzorce bakterijske celične stene in gliv, medtem ko 
znotrajcelični večinoma prepoznajo virusne in bakterijske nukleinske kisline (preglednica 
II) (1,8).  
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Preglednica II: Pregled humanih TLR in ligandov, ki se vežejo nanje. Povzeto po 
(1,8,10–12). 
TLR Lokacija 
Eksogeni ligand 
(PAMP) 
Izvor 
eksogenega 
liganda 
Endogeni ligand 
(DAMP) 
TLR1:TLR2 
TLR6:TLR2 
Plazmalema Triacil lipopeptidi 
Diacil lipopeptidi 
Bakterije 
Paraziti 
Hsp60, Hsp70, 
HMGB1 
TLR3 Endosom dsRNA Virusi mRNA 
TLR4 Plazmalema, 
internalizacija 
v endosom 
Lipopolisaharidi 
Manan 
Bakterije 
Glive 
Hsp60, Hsp70, 
HMGB1, 
fibrinogen, 
oligosaharidi 
hialuronske kisline 
TLR5 Plazmalema Flagelin Bakterije z 
bički 
/ 
TLR7 Endosom ssRNA Virusi 
Paraziti 
ssRNA 
TLR8 Endosom ssRNA Virusi ssRNA 
TLR9 Endosom Nemetilirani CpG 
motivi DNA 
Bakterije 
Virusi 
Paraziti  
DNA 
TLR10 Plazmalema Lipopeptidi 
(predvidevanja) 
Neznan Neznan 
 
Ob vezavi liganda torej pride do dimerizacije, zaradi konformacijske spremembe pa do 
povezave dveh TIR domen. Signal se nato preko vezave adaptorskih proteinov (npr. MyD88, 
TRIF), ki prav tako vsebujejo TIR domene, v kaskadi prenese naprej in inducira izražanje 
genov, ključnih za razvoj imunskega odziva (vnetnih citokinov; kemokinov; endotelijskih 
adhezijskih molekul; kostimulatornih molekul, nujno potrebnih za aktivacijo naivnih 
limfocitov T) (1).   
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1.4 TLR 8 
TLR8 spada med endosomske TLR in prepoznava virusno enoverižno RNA (ssRNA), v 
določenih primerih pa tudi lastne komplekse RNA (npr. RNA iz umirajočih celic, kratko 
interferenčno RNA – siRNA), kar lahko vodi tudi do patoloških posledic in razvoja 
avtoimunskih bolezni  (13,14).  
1.4.1 Struktura TLR8 in vezava ligandov 
Pri ljudeh je TLR8 izražen v monocitih, makrofagih, mieloidnih DC, nevtrofilcih (15) ter 
mastocitih (16). Njegova N-terminalna domena (ektodomena) vsebuje 26 enot LRR, kar je 
največ med ostalimi TLR (slika 3). Vmes, med enotama LRR14 in LRR15, je tudi daljša 
regija 39 aminokislin imenovana Z-zanka, ki je prav tako značilna za dva endosomska TLR, 
in sicer TLR7 ter TLR9 (13,17–19). 
 
Slika 3: Shematski prikaz monomerne oblike TLR8. Prirejeno po (14). 
V preteklosti so nekatere študije sicer nakazovale, da TLR7 in TLR8 prepoznata specifična 
ssRNA zaporedja, vendar se je z odkritjem kristalnih struktur izkazalo, da oba receptorja 
prepoznata razpadne produkte ssRNA. Pri TLR8 sta bili identificirani 2 različni vezavni 
mesti (slika 4) (17,18). Prvo vezavno mesto, ki se nahaja blizu dimerizacijskega stičišča dveh 
podenot, je preferenčno za vezavo enega samega nukleotida – uridina. Z vezavo uridina se 
okrepi vezava na drugem vezavnem mestu, ki pa se nahaja na konkavni strani podkve TLR8. 
Slednje specifično prepozna in veže zaporedja oligoribonukleotidov (ORN) ssRNA z vsaj 
dvema UG motivoma. Potencialni sintezni ligandi TLR8 se vežejo le v prvo mesto 
(4,10,14,17,20).  
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Slika 4: Kristalna struktura ektodomene dimernega TLR8 z vezavnima mestoma, 
predstavljena iz sprednje in stranske smeri (14). 
1.4.2 Aktivacija TLR8 in vloga Z-zanke pri dimerizaciji 
Za večino TLR velja, da aktivacija poteče po konvencialni poti - vezava PAMP/DAMP 
povzroči dimerizacijo dveh podenot TLR kar v nadaljevanju sproži signalno kaskado. 
Aktivacija TLR8 pa je precej bolj kompleksna, saj se TLR8 že v mirujočem stanju nahaja 
kot dimer. Ob vezavi ligandov na prvo in drugo vezavno mesto pride nato do konformacijske 
spremembe (slika 5). C-terminalna dela obeh ektodomen se približata drug drugemu, kar 
omogoči nadaljnjo dimerizacijo TIR domen v signalni domeni in posledično aktivacijo 
nadaljnjih signalih poti. Signalni kompleks je torej sestavljen iz predhodno tvorjenega 
dimera z vezanim ligandom (7,10,13). Nadaljnji prenos signala poteka po MyD88 signalni 
poti. Mieloidni diferenciacijski faktor 88 (MyD88), ki ima vlogo adaptorskega proteina, se 
veže na citosolno TIR domeno in s tem omogoči nastanek kompleksa IRAK4-IRAK1. Ta 
kompleks se veže na TRAF6 preko katerega se v nadaljevanju signalne kaskade aktivirata 
transkripcijska faktorja NF-κB in IRF7. Slednja v jedru sprožita izražanje provnetnih genov 
in sintezo vnetnih mediatorjev ter interferonov (1,4,21,22). 
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Slika 5: Prikaz nevezane (a) in vezane (b) oblike ektodomene TLR8. (a) C-terminalna 
dela ektodomene sta med seboj v večjem razmaku. (b) Vezava sinteznega agonista (CL097) 
povzroči konformacijsko spremembo - C-terminalna dela se približata, pride do 
dimerizacije TIR domen v citosolu (13). 
Funkcionalnost TLR8 in njegovo dimerizacijo zagotavlja Z-zanka. Le-ta je namreč 
podvržena proteolitični cepitvi, ki je nujno potrebna za normalno delovanje receptorja – 
omogoči nastanek neaktivnega homodimera in s tem možnost vezave liganda ter prenos 
signala (slika 6) (19). Na pomembnost cepitve Z-zanke kažejo tudi ugotovitve, da je TLR8 
s cepljeno Z-zanko tudi prevladujoča oblika receptorja v imunskih celicah. Kljub cepitvi Z-
zanke se struktura receptorja ne poruši. Strukturne študije so pokazale, da se N- in C-
terminalni polovici cepljene ektodomene povežeta na tak način, da stabilizirata strukturo 
receptorja ter sta tako obe kooperativno vključeni v prepoznavo liganda (13,19).  
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Slika 6: Prikaz vloge Z-zanke za funkcionalnost TLR8 - dimerizacijo in vezavo ligandov. 
Prirejeno po (23). 
V kolikor do cepitve Z-zanke ne pride, ostane receptor v monomerni, neaktivni obliki (slika 
6) (17). Do podobnih ugotovitev so prišli tudi v študiji, kjer so ustvarili mutiran TLR8 z 
necepljeno/intaktno Z-zanko. Tak receptor se je namreč izrazil v monomerni obliki in ostal 
v takšni orientaciji ne glede na prisotnost agonističnih ligandov, medtem ko je divji tip TLR8 
tvoril dimer tako v nevezani kot v vezani obliki (19). 
1.4.3 Terapevtska področja 
TLR8 je zaradi svoje vloge pri imunskem odzivu in aktivacije, ki se zgodi na začetku 
signalne kaskade, zanimiva tarča za razvoj zdravilnih učinkovin. Okrepljen imunski odziv 
preko aktivacije TLR8 je tako lahko koristen pri zdravljenju rakavih obolenj, virusnih 
infekcij in alergijskih bolezni. Po drugi strani pa neželena in prekomerna aktivacija TLR8 s 
strani lastnih nukleinskih kislin vodi do razvoja avtoimunskih bolezni, kot so npr. 
revmatoidni artritis, sistemski lupus eritematozus, sistemska skleroza, Sjögrenov sindrom, 
vnetna črevesna bolezen (7,16,24). Zaradi prepoznave DAMP iz vnetnih oziroma umirajočih 
tkiv se namreč ustvari pozitivna povratna zanka. Prekinitev te zanke preko blokiranja TLR8 
lahko zato pomembno prispeva k preprečitvi oziroma omejitvi vnetja in avtoimunskih 
bolezni (16).  
11 
 
Kljub veliki homologiji s TLR7 obstaja o vlogi TLR8 in povezavi z bolezenskimi stanji še 
veliko nepojasnjenih vprašanj. Vzrok za to so predvsem razlike v funkcionalnosti TLR8 pri 
ljudeh in glodavcih in s tem odsotnost ustreznih živalskih modelov za in vivo študije (7,17).  
Revmatoidni artritis (RA) 
RA je kronična avtoimunska bolezen sklepov, ki prizadene približno 1 % svetovnega 
prebivalstva, od tega trikrat več žensk kot moških. Zanjo je značilna infiltracija in kopičenje 
aktiviranih imunskih celic v sinovialnih sklepih. Neprestana proizvodnja vnetnih citokinov 
in matričnih metaloproteaz (MMP) vodi v okvaro oziroma uničenje sklepov, kar se odraža s 
hudo bolečino, oteklostjo, slabšo gibljivostjo in okrnelostjo sklepov, privede lahko tudi do 
invalidnosti (21,25–27). Na pomembno vlogo TLR8 pri RA nakazuje povečana izraženost 
TLR8 v sinovialnem tkivu pri bolnikih z RA in posledično višje ravni vnetnih citokinov 
(21,25). Pri tem naj bi bil aktivno vključen tudi adaptorski protein MyD88, ki je ključen za 
proizvodnjo MMP, odgovornih za uničenje in preoblikovanje sinovialnega tkiva pri RA (21). 
Prav tako se je pri transgenih miših s humanim TLR8 spontano razvil artritis tako na 
sprednjih kot zadnjih nogah (15). Tudi polimorfizem enega nukleotida (SNP) v genu za 
TLR8 nakazuje na vlogo pri razvoju RA – pacienti so bili namreč pozitivni na t.i. 
revmatoidni faktor oziroma na avtoprotitelo, ki reagira s Fc fragmentom imunoglobulina G 
(IgG) (25).  
Sistemski lupus eritematozus (SLE) 
SLE je najpogostejša sistemska avtoimunska bolezen, ki se pojavlja predvsem pri ženskah. 
Bolezen lahko prizadene številne organe, vključno s kožo (lezije), sklepi (artritis), ledvicami 
(glomerulonefritis), pljuči in centralnim živčnim sistemom (21,27). Za bolezen je značilna 
predvsem obilna tvorba in sproščanje avtoprotiteles proti lastnim molekulam, kot je npr. mali 
jedrni ribonukleoprotein (snRNP), iz avtoreaktivnih celic. Takšni imunski kompleksi z 
vsebujočo RNA naj bi bili sposobni aktivirati tudi TLR8, ki nadalje ponovno aktivira 
avtoimunski odziv (28,29). Poleg tega so ravni mRNA ekspresije TLR8 pri bolnikih s SLE 
bistveno višje kot pri zdravih posameznikih (21). Trenutno so za zdravljenje v uporabi 
NSAID, hidroksiklorokini, glukokortikoidi in imunosupresivi. Njihova učinkovitost je 
zmerna, hkrati pa lahko povzročijo tudi resne neželene učinke (30).
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Sistemska skleroza (SS) 
Sistemska skleroza je avtoimunska revmatična bolezen, za katero je značilna prekomerna 
proizvodnja kolagena v koži, arterijah in notranjih organih in se kaže kot zadebelitev in 
otrdevanje vezivnega tkiva (21,27,31). Osrednjo vlogo pri tem ima tudi prekomerna 
aktivacija TLR, predvsem TLR8. Slednji je sicer v normalnih pogojih odsoten v 
plazmacitoidnih DC (pDC), pri bolnikih s SS pa je njegova izraženost v pDC prekomerna. 
Prekomerna izraženost in aktivnost TLR8 v pDC, nakopičenih v koži bolnikov, vodi do 
visoke ravni sproščanja kemokinskega liganda 4 (CXCL4), ki velja za pomemben SS 
biomarker (31,32). 
1.4.4 Antagonisti TLR8 
Dandanes je poleg razvoja agonistov TLR8 v ospredju predvsem razvoj potencialnih 
antagonistov TLR8. Slednji delujejo kot zaviralci IS in so potrebni v primeru visokega 
privzema lastne ssRNA ali pri povečanem izražanju TLR8 (16,33). V preteklosti je bil fokus 
predvsem na aktivni obliki TLR8 dimera. Novi zaviralci pa stabilizirajo neaktivno dimerno 
obliko TLR8 in tudi onemogočijo vezavo agonistov TLR8 (kot sta npr. uridin in sintezni 
resikvimod) (7).  
CPG-52364 
CPG-52364 je kinazolinski derivat in antagonist TLR tipa 7, 8 in 9 (slika 7). Razvili so ga 
na podlagi študije antimalarika hidroksiklorokina, ki prav tako prepreči signalizacijo s strani 
TLR7, TLR8 in TLR9. V primerjavi s hidroksiklorokinom je bil v predkliničnih študijah 
dokazano varnejši in učinkovitejši. Trenutno je v prvi klinični fazi za zdravljenje SLE 
(16,20,28,34). 
 
Slika 7: Struktura CPG-52364 (28). 
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CU-CPT8m in CU-CPT9b 
CU-CPT8m (slika 8a) je prvi selektivni antagonist TLR8. Spojina izkazuje zanemarljivo 
citotoksičnost in močno antagonistično aktivnost (IC50 = 67 ± 10 nM) (7). Strukturna 
optimizacija CU-CPT8m (slika 8b) je vodila do novega antagonista CU-CPT9b. Jakost 
delovanja slednjega je še močnejša in se nahaja v pikomolarnem območju (IC50 = 0,7 ± 0,2 
nM) (7). Oba antagonista se domnevno vežeta zelo blizu prvega vezavnega mesta in na ta 
način zakleneta TLR8 v njegovi neaktivni obliki (7,17,35). 
 
Slika 8: Struktura CU-CPT8m (a) in CU-CPT9b (b) (7). 
IMO-8400 in IMO-9200 
IMO-8400 je sintezni oligonukleotidni antagonist TLR7, TLR8 in TLR9. Njegova 
molekulska struktura sicer še ni razkrita, vendar pa je učinkovina prestala klinično fazo II 
pri pacientih z avtoimunsko boleznijo psoriaze (luskavica). Spojina se je izkazala za varno 
in učinkovito zdravilo brez resnih neželenih učinkov (33,36). Podobno kot IMO-8400 je tudi 
IMO-9200 sintezni nukleotid z antagonističnim delovanjem na TLR7, TLR8 in TLR9. V 
prvi klinični fazi za namene zdravljenja avtoimunskih bolezni, predvsem RA, se je izkazal 
za varnega in jo uspešno prestal (28,37). 
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2 NAMEN DELA 
Cilj našega dela je sinteza novih ligandov TLR8 kot potencialnih zdravilnih učinkovin. 
Sinteza bo temeljila na osnovi že znanega in objavljenega zadetka virtualnega rešetanja s 
pirimidinskim skeletom (slika 9a) (24), saj je spojina sintezno dostopna in zagotavlja dobro 
začetno izhodišče za nadaljnje kemijske modifikacije in optimizacijo. Postavimo lahko tri 
glavne cilje (hipoteze): 
1. Kemijska sinteza 
V raziskovalnem laboratoriju Katedre za farmacevtsko kemijo Fakultete za farmacijo bomo 
uspeli sintetizirati vsaj pet derivatov 4-(furan-2-il)-6-(trifluorometil)pirimidin-2-amina 
(slika 9b) (hipoteza 1). Modifikacije bomo izvajali z uvedbo različnih aminov na mesto 2 
pirimidinskega skeleta.  
 
Slika 9: Zadetek virtualnega rešetanja z močnim antagonističnim delovanjem na TLR8 
(a) in načrtovani novi derivati 4-(furan-2-il)-6-(trifluorometil)pirimidin-2-amina (b) 
(24). 
2. Biokemijsko vrednotenje sintetiziranih končnih spojin 
Vsaj ena izmed sintetiziranih spojin bo izkazovala antagonistično delovanje na TLR8 v 
nizkem mikromolarnem območju (hipoteza 2). Biokemijsko vrednotenje vseh končnih 
sintetiziranih spojin na celični liniji HEK293 z izraženim hTLR8 bo izvedeno na Inštitutu 
za farmacijo na Univerzi v Berlinu.  
3. Ugotavljanje odnosa med strukturo in delovanjem (SAR) 
Na podlagi sintetiziranih spojin in dobljenih rezultatov biološkega testiranja bomo lahko 
opredelili SAR 4-(furan-2-il)-6-(trifluorometil)pirimidin-2-aminskih derivatov na TLR8 
(hipoteza 3).  
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
Pri delu smo uporabili topila in reagente različnih proizvajalcev, in sicer: Acros Organics, 
Apollo Scientific, Carlo Erba, Flurochem, Gram-Mol, J. T. Baker, Merck, Sigma Aldrich, 
Fluka, TCI. 
Ostala laboratorijska oprema:  
- laboratorijska tehtnica Mettler Toledo PB403-S, 
- magnetno mešalo IKA RTC basic, 
- rotavapor Buchi waterbath R-114, 
- grelna pištola Einhell, 
- UV-svetilka Lamag cabinet II. 
3.2 METODE 
3.2.1 Kromatografske metode 
 
Tankoplastna kromatografija (TLC) 
TLC smo uporabili za spremljanje poteka posameznih reakcij, preverjanje čistosti vmesnih 
in končnih spojin ter določitev primerne mobilne faze za kolonsko kromatografijo. Uporabili 
smo plošče TLC Silica gel 60 F254 (Merck), ki imajo na aluminijastem nosilcu velikosti 20 
cm × 20 cm nanešen silikagel s fluorescentnim indikatorjem. Za potovanje spojin po TLC 
ploščah smo uporabili mobilne faze s sestavo EtOAc/n–heksan v različnih razmerjih 
(navedena pri posamezni spojini). Prisotnost spojin smo detektirali z UV svetlobo pri 
valovnih dolžinah λ = 254 nm in λ = 366 nm, pri določenih spojinah pa še dodatno z 
orositvenim reagentom ninhidrin.  
Kolonska kromatografija 
Separacijska metoda, s katero smo ločili spojine glede na njihove fizikalno-kemijske 
lastnosti (lipofilnost, možnost tvorbe vodikovih vezi, itd.), kar je omogočilo izolacijo čistih 
končnih spojin. Za stacionarno fazo smo v vseh primerih uporabili Silikagel 60 (Merck), z 
velikostjo delcev 0,040 – 0,063 mm, uporabljena mobilna faza pa je bila različna (navedena 
pri posamezni spojini). 
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Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) 
Metoda, s katero smo ovrednotili čistost končnih spojin. Reverznofazno tekočinsko 
kromatografijo visoke ločljivosti smo izvedli na sistemu Thermo Scientific Dionex UltiMate 
3000 (Thermo Fisher Scientific Inc.). Uporabili smo kolono Agilent Extend-C18 (ø = 3,6 
µm, 4,6 × 150 mm) s hitrostjo pretoka mobilne faze 1,0 mL/min, detekcijo pa izvedli pri 
valovni dolžini λ = 254 nm. Volumen injiciranega vzorca je znašal 5 µL. Za mobilno fazo 
smo uporabili mešanico 0,1 % raztopine trifluoroocetne kisline (TFA) v vodi in acetonitrila. 
Gradient acetonitrila smo spreminjali, in sicer po dveh različnih metodah – metoda A je bila 
uporabljena za določitev čistosti vseh spojin z izjemo 15, za katero smo uporabili metodo B. 
Pri metodi A je gradient acetonitrila znašal: 0-12 min, 10 – 90 %; 12-14 min, 90 %; 14-15 
min, 90 – 10 %. Pri metodi B je gradient acetonitrila znašal: 0-12 min, 40 – 90 %; 12-15 
min, 90 – 100 %; 15-19 min, 100 %; 19-20 min, 100 – 40 %. 
3.2.2 Spektroskopske metode 
 
Jedrska magnetna resonanca (NMR) 
Metoda, ki smo jo uporabili za identifikacijo in preverjanje čistosti spojin. Intermediatom 
smo posneli le 1H NMR spekter, končnim spojinam pa poleg 1H NMR tudi 13C NMR spekter. 
Meritve smo izvedli na Bruker AVANCE III 400 DPX spektrometru na Fakulteti za 
farmacijo v Ljubljani (400 MHz za 1H, 100 MHz za 13C) pri temperaturi 25 °C. Raztopino 
vzorca smo predhodno pripravili tako, da smo vzorce raztopili v devteriranem topilu DMSO-
d6 z dodanim internim standardom tetrametilsilanom (TMS). Za analizo NMR spektrov smo 
uporabili računalniški program MestReNova 6.0.2-5475 (Mestrelab Research S.L.). Vrhove 
dobljenih signalov smo glede na obliko označili s standardnimi kraticami za singlet (s), 
razširjen singlet (s+s), dublet (d), dublet dubleta (dd), triplet (t), dublet tripleta (dt), triplet 
tripleta (tt), kvartet (q) in multiplet (m). Kemijske premike (δ) iskanih atomov smo podali v 
ppm (“parts per million”) glede na interni standard TMS (δ = 0,00 ppm). Sklopitvene 
konstante (J) smo podali v hertzih (Hz). S simbolom * smo označili signale različnih 
tavtomernih oblik.  
Masna spektrometrija (MS) 
Metoda, s katero smo dodatno potrdili identifikacijo spojin. Intermediatom smo masni 
spekter posneli na masnem spektrometru Advion Expression CMSL na Fakulteti za 
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farmacijo v Ljubljani v načinu elektrosprej ionizacije (ESI). Končnim spojinam smo posneli 
masni spekter visoke ločljivosti na masnem spektrometru ExactiveTM Plus Orbitran Mass 
Spectrometer na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani.  
3.2.3 Določanje temperature tališča 
Nekorigirano temperaturo tališča smo spojinam, ki so pri sobni temperaturi v trdnem 
agregatnem stanju, določili s pomočjo Kofflerjevega mikroskopa z ogrevalno mizico (Leica) 
in termometrom 52 II Thermometer (Fluka) na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani.  
3.2.4 Poimenovanje in risanje spojin   
Za risanje in označevanje tako posameznih struktur spojin kot tudi reakcijskih shem smo 
uporabili računalniški program ChemDraw Professional 16.0.1.4 proizvajalca PerkinElmer 
Informatics, Inc. Slednji nam je bil v pomoč tudi pri določanju karakteristik spojin (izračun 
MM) in poimenovanju spojin po nomenklaturi IUPAC. 
3.2.5 Biokemijsko vrednotenje 
Biokemijsko testiranje je opravila Maria Grabowski na Freie Universität Berlin na Inštitutu 
za farmacijo. Končne spojine so bile testirane na komercialno dostopni celični liniji HEK-
BlueTM hTLR8. Gre za človeške embrionalne ledvične celice 293 (HEK293, angl. Human 
embryonic kidney 293 cells) z izraženim hTLR8. Celice so bile gojene v mediju DMEM z 
dodanim fetalnim govejim serumom (FBS, 10 v/v %), antibiotiki (penicilin, 100 U/ml; 
streptomicin, 100 µg/ml) in glutaminom (2 mM) pri temperaturi 37 °C ter 5 % CO2. 
Test citotoksičnosti 
Celice so bile nacepljene na ploščo s 96 luknjicami, po 24 h sprane s PBS. Celice so bile 
nato gojene v mediju brez antibiotikov in v prisotnosti končnih spojin (s koncentracijo 25 in 
50 µM) ali DMSO (negativna kontrola, 10 v/v %). Po 24-urni inkubaciji so bile celice 
obdelane in obarvane z MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid) z 
namenom razlikovanja med mrtvimi in živimi celicami. Žive celice so namreč sposobne 
reducirati MTT do vijolično obarvanega formazana. Intenziteta obarvanega produkta ja tako 
sorazmerna številu preživelih celic.  
Določanje agonističnega in antagonističnega delovanja 
Podobno kot pri testu citotoksičnosti so bile celice gojene na plošči s 96 luknjicami do 
konfluentnosti. Drugi dan so bile celice tretirane z izbranimi spojinami (10 µM in 25 µM) 
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za 24 h. Kot pozitivna kontrola je bil uporabljen komercialno dostopen TLR8 agonist TL8-
506 (0,6 µM). Negativno kontrolo so predstavljale celice tretirane z DMSO. Tretji dan je 
sledila analiza ekspresije SEAP s kolorimetrično metodo. 
V primeru preverjanja antagonističnega delovanja je bil izveden enak postopek, z izjemo 
drugega dne. Konfluentne celice so bile namreč za 1 h najprej tretirane z izbranimi spojinami 
(10 µM in 25 µM) ali s komercialno dostopnim TLR8 antagonistom ODN2088 (1 µM, 
pozitivna kontrola). Sledila je 24-urna inkubacija s TLR8 agonistom TL8-506 (0,6 µM) ter 
kolorimetrični test na prisotnost SEAP. 
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4 EKSPERIMENTALNI DEL 
4.1 SINTEZA 4,4,4-trifluoro-1-(furan-2-il)butan-1,3-diona (1) 
V 50 ml bučko, opremljeno z vodnim hladilnikom in klorkalcijevo cevko, smo nalili 
brezvodni EtOH (25 mL) ter vanj previdno dodali osušene koščke natrija (0,77 g, 33,50 
mmol, 1,7 ekv.). Po koncu reakcije med natrijem in EtOH smo v reakcijsko zmes NaOEt 
dodali acetilfuran (2,20 g, 20,00 mmol, 1,0 ekv.), premešali ter nato dodali še etil 
trifluoroacetat (2,55 mL, 21,43 mmol, 1,1 ekv.). Reakcijsko zmes smo 1,5 h segrevali ob 
mešanju pri temperaturi refluksa (80 °C). Po končani reakciji smo reakcijsko zmes nakisali 
s 4M HCl do pH ~ 3 in produkt iz vodne faze ekstrahirali z dodatkom z EtOAc (2 × 20 mL). 
Združene organske faze smo sprali z nasičeno raztopino NaCl, sušili z Na2SO4 in topilo 
odstranili pri znižanem tlaku. Produkt smo brez dodatnega čiščenja uporabili v naslednji 
stopnji sinteze. 
 
IUPAC ime 4,4,4-trifluoro-1-(furan-2-il)butan-1,3-dion 
 
Molska masa 206,12 g/mol 
Izgled Rjavkasta oljnata snov 
Izkoristek 64 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V) = 0,42 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 6,69 (s, 1H), 6,84 (dd, J1 = 3,7 Hz, J2 = 1,7 Hz, 1H), 7,82 
(dd, J1 = 3,7 Hz, J2 = 0,7 Hz, 1H), 8,16 (dd, J1 = 1,7 Hz, J2 = 0,7 
Hz, 1H), 7,92 (rs, 1H) 
MS (ESI-) m/z za C8H4F3O3 [M-H]
-: izračunan 205,0, izmerjen 204,9 
 
4.2 SINTEZA 4-(furan-2-il)-2-(metiltio)-6-(trifluorometil)pirimidina (2) 
Spojino 1 (2,65 g, 12,87 mmol, 1,0 ekv.) in S-metilizotioureo hemisulfat (2,33 g, 16,72 
mmol, 1,3 ekv.) smo raztopili v absolutni ocetni kislini (20 mL) ter dodali brezvodni NaOAc 
(2,11 g, 25,72 mmol, 2,0 ekv.). Reakcijsko zmes smo 4 h segrevali ob mešanju pri 100 °C, 
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nato pa pri sobni T preko noči. Nato smo ocetno kislino odparili pod znižanim tlakom. V 
bučko smo dodali vodo (30 mL) in produkt ekstrahirali z EtOAc (2 × 30 mL). Združene 
organske faze smo sprali z nasičeno raztopino NaCl, sušili z brezvodnim Na2SO4 in topilo 
odstranili pri znižanem tlaku.  
 
IUPAC ime 4-(furan-2-il)-2-(metiltio)-6-
(trifluorometil)pirimidin 
 
Molska masa 260,24 g/mol 
Izgled Transparentno rjavkasta oljnata snov 
Izkoristek 47 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V) = 0,56 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 2,60 (s, 3H), 6,82 (dd, J1 = 3,6 Hz, J2 = 1,7 Hz, 1H), 7,69 
(dd, J1 = 3,6 Hz, J2 = 0,7 Hz, 1H), 7,85 (s, 1H), 8,09 (dd, J1 = 1,7 
Hz, J2 = 0,7 Hz, 1H) 
MS (ESI+) m/z za C10H8F3N2OS [M+H]
+: izračunan 261,0, izmerjen 261,0 
 
4.3 SINTEZA 4-(furan-2-il)-2-(metilsulfonil)-6-
(trifluorometil)pirimidina (3) 
Spojino 2 (1,57 g, 6,04 mmol, 1,0 ekv.) smo raztopili v MeOH (100 mL), dodali Oxone® 
(kalijev peroksimonosulfat v obliki trojne soli) (18,60 g, 30,20 mmol, 5,0 ekv.) ter vodo (20 
mL). Reakcijsko zmes smo pri sobni T in v Ar atmosferi mešali preko noči. Oborino smo 
odnučali, filtratu pa uparili topila pri znižanem tlaku. Produkt smo očistili s prekristalizacijo 
iz EtOH. 
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IUPAC ime 4-(furan-2-il)-2-(metilsulfonil)-6-
(trifluorometil)pirimidin 
 
Molska masa 292,23 g/mol 
Izgled Svetleči bledo rumeni kristali 
Tališče 101-102 °C 
Izkoristek 31 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V) = 0,23 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) =  3,50 (s, 3H), 6,90 (dd, J1 = 3,6 Hz, J2 = 1,7 Hz, 1H), 
7,93 (dd, J1 = 3,6 Hz, J2 = 0,7 Hz, 1H), 8,21 (dd, J1 = 1,7 Hz, J2 = 
0,7 Hz, 1H), 8,47 (s, 1H). 
MS (ESI+) m/z za C10H8F3N2O3S [M+ H]
+: izračunan 293,0, izmerjen 292,9 
m/z za C10H7F3N2O3SNa [M+Na]
+: izračunan 315,0, izmerjen 
314,9 
 
4.4 SPLOŠNI POSTOPEK SINTEZE KONČNIH SPOJIN 
Spojino 3 (1,0 ekv.) smo raztopili v brezvodnem acetonitrilu (10 mL) in dodali ustrezen amin 
(5,0 ekv.). Pri sobni T in v Ar atmosferi smo mešali preko noči. Po zaključku reakcije smo 
pri znižanem tlaku odstranili topilo in končni produkt z dodanim aminskim substituentom 
(preglednica III) očistili s kolonsko kromatografijo.  
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Preglednica III: Pregled substituentov v končnih spojinah. 
Spojina R Spojina R Spojina R 
4 
 
10 
 
16 
 
5 
 
11 
 
17 
 
6 
 
12 
 
18 
 
7 
 
13 
 
19 
 
8 
 
14 
 
20 
 
9 
 
15 
 
  
 
4.4.1 Sinteza spojine 4 
Sintezo spojine 4 smo izvedli iz spojine 3 (100 mg, 0,34 mmol, 1,0 ekv.) ter etilamina v 
obliki kloridne soli (140 mg, 1,71 mmol, 5,0 ekv.) po splošnem postopku sinteze končnih 
spojin. V reakcijsko zmes smo dodali tudi K2CO3 (284 mg, 2,05 mmol, 6,0 ekv.). Za izvedbo 
kolonske kromatografije smo uporabili mobilno fazo EtOAc/n-heksan = 1/4, V/V. 
IUPAC ime N-etil-4-(furan-2-il)-6-
(trifluorometil)pirimidin-2-amin 
 
Molska masa 257,21 g/mol 
Izgled Belo rumeni kristali 
Tališče 60-61 °C 
Izkoristek 57 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V) = 0,50 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 1,15 (t, J = 7,0 Hz, 3H), 3,33 – 3,45 (m, 2H), 6,74 (dd, 
J1 = 3,5 Hz, J2 = 1,7 Hz, 1H), 7,19 (7,21)* (s + s, 1H), 7,40 – 7,48 
(m, 1H), 7,89 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 7,98 (dd, J1 = 1,7 Hz, J2 = 0,7 
Hz, 1H) 
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13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6)
 
 
δ (ppm) = 14,30; 35,58; 98,14 (98,90)*; 112,79; 113,74; 120,75 
(q, JC-F = 275,2 Hz); 146,50; 150,66 (150,94)*; 155,48 (q, JC-F = 
35,1 Hz) (155,82 (q, JC-F = 34,5 Hz))*; 157,80; 162,20 
HRMS (ESI+) m/z za C11H11F3N3O [M+H]
+: izračunan 258,0849, izmerjen 
258,0835 
HPLC tR = 10,707 min, 100,00 % čistost pri 254 nm 
 
4.4.2 Sinteza spojine 5 
Sintezo spojine 5 smo izvedli iz spojine 3 (95 mg, 0,33 mmol, 1,0 ekv.) ter propilamina (135 
µL, 1,63 mmol, 5,0 ekv.) po splošnem postopku sinteze končnih spojin. Za izvedbo kolonske 
kromatografije smo uporabili mobilno fazo EtOAc/n-heksan = 1/3, V/V. 
IUPAC ime 4-(furan-2-il)-N-propil-6-
(trifluorometil)pirimidin-2-amin 
 
Molska masa 271,24 g/mol 
Izgled Bledo oranžni kristali 
Tališče 40-41 °C 
Izkoristek 45 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V) = 0,55 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 0,90 (t, J = 7,6 Hz, 3H), 1,52 – 1,61 (m, 2H), 3,20 – 
3,33 (m, 2H), 6,73 (dd, J1 = 3,5 Hz, J2 = 1,7 Hz, 1H), 7,17 (7,21)* 
(s + s, 1H), 7,41 – 7,46 (m, 1H), 7,91 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 7,96 – 
7,99 (m, 1H) 
13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6)
 
δ (ppm) = 11,44; 21,91; 42,60; 98,14 (98,90)*; 112,82; 113,79; 
120,75 (q, JC-F = 272,5 Hz); 146,53; 150,62 (150,95)*; 155,42 (q, 
JC-F = 32,9 Hz) (155,78 (q, JC-F = 32,9 Hz))*; 157,77; 162,34 
(162,44)* 
HRMS (ESI+) m/z za C12H13F3N3O [M+H]
+: izračunan 272,1005, izmerjen 
272,0993 
HPLC tR = 11,487min, 98,32 % čistost pri 254 nm 
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4.4.3 Sinteza spojine 6 
Sintezo spojine 6 smo izvedli iz spojine 3 (146 mg, 0,50 mmol, 1,0 ekv.) ter izopropilamina 
(215 µL, 2,50 mmol, 5,0 ekv.) po splošnem postopku sinteze končnih spojin. Za izvedbo 
kolonske kromatografije smo uporabili mobilno fazo EtOAc/n-heksan = 1/4, V/V. 
IUPAC ime 4-(furan-2-il)-N-izopropil-6-
(trifluorometil)pirimidin-2-amin 
 
Molska masa 271,24 g/mol 
Izgled Rumeno oranžna oljnata snov 
Izkoristek 52 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V) = 0,65 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 1,17 (d, J = 6,5 Hz, 6H), 3,98 – 4,22 (m, 1H), 6,74 (dd, 
J1 = 3,5 Hz, J2 = 1,7 Hz, 1H), 7,18 (7,19)* (s + s, 1H), 7,41 – 7,45 
(m, 1H), 7,80 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,97 – 7,99 (m, 1H) 
13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6)
 
δ (ppm) = 22,08; 42,32; 98,08 (98,84)*; 112,82; 113,76; 120,75 
(q, JC-F = 275,7 Hz); 146,52; 150,74 (150,94)*; 155,54 (q, JC-F = 
35,5 Hz) (155,94 (q, JC-F = 35,9 Hz))*; 157,81; 161,60 (161,64)* 
HRMS (ESI+) m/z za C12H13F3N3O [M+H]
+: izračunan 272,1005, izmerjen 
272,1005 
HPLC tR = 11,563 min, 93,25 % čistost pri 254 nm 
 
4.4.4 Sinteza spojine 7 
Sintezo spojine 7 smo izvedli iz spojine 3 (100 mg, 0,34 mmol, 1,0 ekv.) ter alilamina (128 
µL, 1,71 mmol, 5,0 ekv.) po splošnem postopku sinteze končnih spojin. Za izvedbo kolonske 
kromatografije smo uporabili mobilno fazo EtOAc/n-heksan = 1/4, V/V. 
IUPAC ime N-alil-4-(furan-2-il)-6-
(trifluorometil)pirimidin-2-amin 
 
Molska masa 269,23 g/mol 
Izgled Belo rumeni kristali 
Tališče 40-41 °C 
Izkoristek 48 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V) = 0,49 
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1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 3,97 (d, J = 18,9 Hz, 2H), 5,04 – 5,11 (m, 1H), 5,21 (d, 
J = 16,4 Hz, 1H), 5,84 – 5,98 (m, 1H), 6,74 (dd, J1 = 3,5 Hz, J2 = 
1,7 Hz, 1H), 7,21 (7,24)* (s + s, 1H), 7,45 (dd, J1 = 3,5 Hz, J2 = 
0,7 Hz, 1H), 7,98 (dd, J1 = 1,7 Hz, J2 = 0,7 Hz, 1H), 8,08 (t, J = 
5,8 Hz, 1H) 
13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6)
 
δ (ppm) = 43,12; 98,52 (99,31)*; 112,82; 113,91; 115,40; 120,71 
(q, JC-F = 275,1 Hz); 135,15; 146,58; 150,64 (150,86)*; 155,49 (q, 
JC-F = 35,0 Hz) (155,90 (q, JC-F = 34,4 Hz))*; 157,82; 162,26 
HRMS (ESI+) m/z za C12H11F3N3O [M+H]
+: izračunan 270,0849, izmerjen 
270,0834 
HPLC tR = 10,853 min, 99,64 % čistost pri 254 nm 
 
4.4.5 Sinteza spojine 8 
Sintezo spojine 8 smo izvedli iz spojine 3 (146 mg, 0,50 mmol, 1,0 ekv.) ter izobutilamina 
(249 µL, 2,50 mmol, 5,0 ekv.) po splošnem postopku sinteze končnih spojin. Za izvedbo 
kolonske kromatografije smo uporabili mobilno fazo EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V. 
IUPAC ime 4-(furan-2-il)-N-izobutil-6-
(trifluorometil)pirimidin-2-amin 
 
Molska masa 285,27 g/mol 
Izgled Rumeno oranžni kristali 
Tališče 47-48 °C 
Izkoristek 23 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V) = 0,58 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 0,90 (d, J = 5,8 Hz, 6H), 1,83 – 1,92 (m, 1H), 3,10 – 
3,22 (m, 2H), 6,74 (dd, J1 = 3,5 Hz, J2 = 1,7 Hz, 1H), 7,16 (7,22)* 
(s + s, 1H), 7,43 (dd, J1 = 3,5 Hz, J2 = 0,6 Hz, 1H), 7,92 – 7,98 
(m, 1H), 7,95 – 8,00 (m, 1H)  
13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6)
 
δ (ppm) = 20,23; 27,71; 48,42; 98,08 (98,89)*; 112,82; 113,73 
(113,83)*; 120,74 (q, JC-F = 275,5 Hz); 146,54; 150,61 (150,97)*; 
155,36 (q, JC-F = 34,4 Hz) (155,81 (q, JC-F = 35,9 Hz))*; 157,74; 
162,54 (162,67)* 
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HRMS (ESI+) m/z za C13H15F3N3O [M+H]
+: izračunan 286,1162, izmerjen 
286,1155 
HPLC tR = 12,130 min, 100,00 % čistost pri 254 nm  
 
4.4.6 Sinteza spojine 9 
Sintezo spojine 9 smo izvedli iz spojine 3 (100 mg, 0,34 mmol, 1,0 ekv.) ter heksilamina 
(226 µL, 1,71 mmol, 5,0 ekv.) po splošnem postopku sinteze končnih spojin. Za izvedbo 
kolonske kromatografije smo uporabili mobilno fazo EtOAc/n-heksan = 1/4, V/V. 
IUPAC ime 4-(furan-2-il)-N-heksil-6-
(trifluorometil)pirimidin-2-amin 
 
Molska masa 313,32 g/mol 
Izgled Rumena oljnata snov 
Izkoristek 28 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V) = 0,62 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 0,85 (t, J = 7,0 Hz, 3H), 1,21 – 1,37 (m, 6H), 1,47 – 
1,60 (m, 2H), 3,24 – 3,32 (m, 2H), 6,74 (dd, J1 = 3,5 Hz, J2 = 1,7 
Hz, 1H), 7,15 (7,21)* (s + s, 1H), 7,42 (dd, J1 = 3,5 Hz, J2 = 0,7 
Hz, 1H), 7,89 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 7,97 (dd, J1 = 1,7 Hz, J2 = 0,7 
Hz, 1H) 
13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6)
 
δ (ppm) = 13,19; 22,08; 26,04; 28,56; 30,97; 40,67; 98,07 
(98,87)*; 112,84; 113,72 (113,83)*; 120,76 (q, JC-F = 275,5 Hz); 
146,55; 150,63 (150,99)*; 155,84 (q, JC-F = 32,0 Hz) (155,86 (q, 
JC-F =33,3 Hz))*; 157,79; 162,36 (162,48)* 
HRMS (ESI+) m/z za C15H19F3N3O [M+H]
+: izračunan 314,1475, izmerjen 
314,1472 
HPLC tR = 8,600 min, 96,82 % čistost pri 254 nm  
 
4.4.7 Sinteza spojine 10 
Sintezo spojine 10 smo izvedli iz spojine 3 (146 mg, 0,50 mmol, 1,0 ekv.) ter 2-(2-
aminoetoksi)etanola (154 µL, 1,50 mmol, 3,0 ekv.) po splošnem postopku sinteze končnih 
spojin. Za izvedbo kolonske kromatografije smo uporabili mobilno fazo EtOAc/n-heksan = 
2/1, V/V.
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IUPAC ime 2-(2-((4-(furan-2-il)-6-
(trifluorometil)pirimidin-2-
il)amino)etoksi)etan-1-ol 
 
Molska masa 317,27 g/mol 
Izgled Oker kristali 
Tališče 50-52 °C 
Izkoristek 13 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V) = 0,08 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 3,42 – 3,59 (m, 8H), 4,59 (t, J = 5,1 Hz, 1H), 6,75 (dd, J1 
= 3,5 Hz, J2 = 1,7 Hz, 1H), 7,22 (7,25)* (s + s, 1H), 7,44 – 7,48 (m, 
1H), 7,83 – 7,89 (m, 1H), 7,89 – 7,90 (m, 1H) 
13C NMR (100 MHz, 
DMSO- d6)
 
δ (ppm) = 40,65; 60,25; 68,54; 72,13; 98,51 (99,29)*; 112,90; 114,01; 
120,74 (q, JC-F = 275,2 Hz); 146,65; 150,60 (150,85)*; 155,48 (q, JC-
F = 34,7 Hz) (155,88 (q, JC-F = 34,2 Hz))*; 157,84; 162,35 (162,41)* 
HRMS (ESI+) m/z za C13H15F3N3O3 [M+H]
+: izračunan 318,1060, izmerjen 
318,1053 
HPLC tR = 8,020 min, 98,79 % čistost pri 254 nm 
 
4.4.8 Sinteza spojine 11 
Sintezo spojine 11 smo izvedli iz spojine 3 (146 mg, 0,50 mmol, 1,0 ekv.) ter 
ciklopropilamina (173 µL, 2,50 mmol, 5,0 ekv.) po splošnem postopku sinteze končnih 
spojin. Za izvedbo kolonske kromatografije smo uporabili mobilno fazo EtOAc/n-heksan = 
1/4, V/V. 
IUPAC ime N-ciklopropil-4-(furan-2-il)-6-
(trifluorometil)pirimidin-2-amin 
 
Molska masa 269,23 g/mol 
Izgled Rumena oljnata snov 
Izkoristek 51 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V) = 0,61 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 0,52 (dt, J1 = 8,6 Hz, J2 = 4,5 Hz, 2H), 0,68 – 0,74 (m, 
2H), 2,72 – 2,93 (m, 1H), 6,74 (dd, J1 = 3,5 Hz, J2 = 1,7 Hz, 1H), 
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7,26 (s, 1H), 7,42 – 7,48 (m, 1H), 7,98 (dd, J = 1,7 Hz, J2 = 0,7 
Hz, 1H), 8,08 (d, J = 3,9 Hz, 1H) 
13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6)
 
δ (ppm) = 6,15; 23,89; 98,96 (99,43)*; 112,84; 113,92; 120,75 (q, 
JC-F = 274,6 Hz); 146,58; 150,76; 155,53 (q, JC-F = 34,3 Hz); 
157,70; 163,40 
HRMS (ESI+) m/z za C12H11F3N3O [M+H]
+: izračunan 270,0849, izmerjen 
270,0848 
HPLC tR = 10,650 min, 100,00 % čistost pri 254 nm 
 
4.4.9 Sinteza spojine 12 
Sintezo spojine 12 smo izvedli iz spojine 3 (100 mg, 0,34 mmol, 1,0 ekv.) ter ciklobutilamina 
(147 µL, 1,71 mmol, 5,0 ekv.) po splošnem postopku sinteze končnih spojin. Za izvedbo 
kolonske kromatografije smo uporabili mobilno fazo EtOAc/n-heksan = 1/4, V/V. 
IUPAC ime N-ciklobutil-4-(furan-2-il)-6-
(trifluorometil)pirimidin-2-amin 
 
Molska masa 283,25 g/mol 
Izgled Rumena oljnata snov 
Izkoristek 61 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V) = 0,61 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 1,60 – 1,73 (m, 2H), 1,94 – 2,06 (m, 2H), 2,19 – 2,31 
(m, 2H), 4,30 – 4,51 (m, 1H), 6,74 (dd, J1 = 3,5 Hz, J2 = 1,7 Hz, 
1H), 7,18 (7,23)* (s + s, 1H), 7,40 – 7,48 (m, 1H), 7,96 – 7,99 (m, 
1H), 8,22 (d, J = 7,5 Hz, 1H) 
13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6)
 
δ (ppm) = 14,63; 30,06; 45,85; 98,38 (99,14)*; 112,83; 113,89; 
120,71 (q, JC-F = 275,0 Hz); 146,57; 150,57 (150,89)*; 155,80 (q, 
JC-F = 35,2 Hz); 157,82; 161,27 (161,35)* 
HRMS (ESI+) m/z za C13H13F3N3O [M+H]
+: izračunan 284,1005, izmerjen 
284,0989 
HPLC tR = 11,840 min, 95,92 % čistost pri 254 nm 
 
29 
 
4.4.10 Sinteza spojine 13 
Sintezo spojine 13 smo izvedli iz spojine 3 (100 mg, 0,34 mmol, 1,0 ekv.) ter 
ciklopentilamina (169 µL, 1,71 mmol, 5,0 ekv.) po splošnem postopku sinteze končnih 
spojin. Za izvedbo kolonske kromatografije smo uporabili mobilno fazo EtOAc/n-heksan = 
1/4, V/V. 
IUPAC ime N-ciklopentil-4-(furan-2-il)-6-
(trifluorometil)pirimidin-2-amin 
 
Molska masa 297,28 g/mol 
Izgled Oranžno rjava oljnata snov 
Izkoristek 46 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V) = 0,57 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 1,47 – 1,59 (m, 4H), 1,64 – 1,74 (m, 2H), 1,86 – 1,99 
(m, 2H), 4,09 – 4,33 (m, 1H), 6,74 (dd, J1 = 3,5 Hz, J2 = 1,8 Hz, 
1H), 7,17 (7,21)* (s + s, 1H), 7,40 – 7,47 (m, 1H), 7,94 (d, J = 7,0 
Hz, 1H), 7,97 – 7,99 (m, 1H) 
13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6)
 
δ (ppm) = 23,44; 31,99; 52,41; 98,07 (98,85)*; 112,82; 113,79; 
120,76 (q, JC-F = 275,7 Hz); 146,52; 150,75 (150,98)*; 155,40 (q, 
JC-F = 35,4 Hz) (155,75 (q, JC-F = 34,7 Hz))*; 157,75; 161,94 
(162,07)* 
HRMS (ESI+) m/z za C14H15F3N3O [M+H]
+: izračunan 298,1162, izmerjen 
298,1149 
HPLC tR = 12,480 min, 99,06 % čistost pri 254 nm 
 
4.4.11 Sinteza spojine 14 
Sintezo spojine 14 smo izvedli iz spojine 3 (100 mg, 0,34 mmol, 1,0 ekv.) ter 
cikloheksilamina (196 µL, 1,71 mmol, 5,0 ekv.) po splošnem postopku sinteze končnih 
spojin. Za izvedbo kolonske kromatografije smo uporabili mobilno fazo EtOAc/n-heksan = 
1/4, V/V.
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IUPAC ime N-cikloheksil-4-(furan-2-il)-6-
(trifluorometil)pirimidin-2-amin 
 
Molska masa 311,31 g/mol 
Izgled Rumeno oranžna oljnata snov 
Izkoristek 64 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V) = 0,65 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 1,09 – 1,19 (m, 1H), 1,22 – 1,36 (m, 4H), 1,56 – 1,64 
(m, 1H), 1,69 – 1,78 (m, 2H), 1,85 – 1,94 (m, 2H), 3,64 – 3,89 (m, 
1H), 6,74 (dd, J1 = 3,5 Hz, J2 = 1,8 Hz, 1H), 7,15 (7,20)* (s + s, 
1H), 7,40 – 7,44 (m, 1H), 7,77 – 7,85 (m, 1H), 7,96 – 7,99 (m, 
1H) 
13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6)
 
δ (ppm) = 24,71; 25,31; 32,09; 49,53; 98,04 (98,83)*; 112,83; 
113,77; 120,74 (q, JC-F =275,8 Hz); 146,54; 150,93 (151,00)*; 
155,04 (q, JC-F = 34,1 Hz); 157,82; 161,60 (161,71)* 
HRMS (ESI+) m/z za C15H17F3N3O [M+H]
+: izračunan 312,1318, izmerjen 
312,1303 
HPLC tR = 13,013 min, 96,86 % čistost pri 254 nm 
 
4.4.12 Sinteza spojine 15 
Sintezo spojine 15 smo izvedli iz spojine 3 (100 mg, 0,34 mmol, 1,0 ekv.) ter 
(aminometil)ciklopropana (150 µL, 1,71 mmol, 5,0 ekv.) po splošnem postopku sinteze 
končnih spojin. Za izvedbo kolonske kromatografije smo uporabili mobilno fazo EtOAc/n-
heksan = 1/4, V/V. 
IUPAC ime N-(ciklopropilmetil)-4-(furan-2-il)-6-
(trifluorometil)pirimidin-2-amin 
 
Molska masa 283,25 g/mol 
Izgled Svetlo rumeni kristali 
Tališče 49-50 °C 
Izkoristek 21 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V) = 0,60 
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1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 0,21 – 0,28 (m, 2H), 0,39 – 0,45 (m, 2H), 1,02 – 1,12 
(m, 1H), 3,14 – 3,28 (m, 2H), 6,73 (dd, J1 = 3,5 Hz, J2 = 1,7 Hz, 
1H), 7,18 (7,22)* (s + s, 1H), 7,41 – 7,46 (m, 1H), 7,97 (dd, J1 = 
1,6 Hz, J2 = 0,6 Hz, 1H), 8,00 (t, J = 5,4 Hz, 1H) 
13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6)
 
δ (ppm) = 3,30; 10,77; 45,22; 98,22 (98,96)*; 112,84; 113,84; 
120,75 (q, JC-F =275,0 Hz); 146,56; 150,65 (150,90)*; 155,44 (q, 
JC-F = 33,0 Hz) (155,85 (q, JC-F = 32,2 Hz))*; 157,80; 162,35 
(162,42)* 
HRMS (ESI+) m/z za C13H13F3N3O [M+H]
+: izračunan 284,1005, izmerjen 
284,1003 
HPLC tR = 11,527 min, 95,52 % čistost pri 254 nm 
 
4.4.13 Sinteza spojine 16 
Sintezo spojine 16 smo izvedli iz spojine 3 (100 mg, 0,34 mmol, 1,0 ekv.) ter 1-
adamantilamina (259 mg, 1,71 mmol, 5,0 ekv.) po splošnem postopku sinteze končnih 
spojin. Reakcija ni potekla v celoti, zato smo naslednji dan reakcijsko zmes 1,5 h segrevali 
na 80 °C. Za izvedbo kolonske kromatografije smo uporabili mobilno fazo EtOAc/n-heksan 
= 1/4, V/V. 
IUPAC ime N-(adamantan-1-il)-4-(furan-2-il)-6-
(trifluorometil)pirimidin-2-amin 
 
Molska masa 363,38 g/mol 
Izgled Rumeni kristali 
Tališče 123-124 °C 
Izkoristek 15 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V) = 0,64 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 1,60 – 1,74 (m, 6H), 1,99 – 2,16 (m, 9H), 6,74 (dd, J1 
= 3,4 Hz, J2 = 1,7 Hz, 1H), 7,16 (s, 1H), 7,37 (s, 1H), 7,47 (s, 1H),  
7,98 (dd, J1 = 1,6 Hz, J2 = 0,8 Hz, 1H) 
13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6)
 
δ (ppm) = 13,93; 22,09; 24,75; 28,92; 31,05; 32,12; 36,17; 36,99; 
40,56; 51,28; 97,91 (98,18)*; 112,91; 113,50; 120,75 (q, JC-F = 
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275,9 Hz); 146,60; 150,98 (151,07)*; 155,81 (q, JC-F = 30,5 Hz); 
157,80; 161,70 
HRMS m/z za C19H21F3N3O [M+H]
+: izračunan 364,1631, izmerjen 
364,1610 
HPLC tR = 14,047 min, 91,09 % čistost pri 254 nm  
 
4.4.14 Sinteza spojine 17 
Sintezo spojine 17 smo izvedli iz spojine 3 (100 mg, 0,34 mmol, 1,0 ekv.) ter anilina (156 
µL, 1,71 mmol, 5,0 ekv.) po splošnem postopku sinteze končnih spojin. Reakcija ni potekla 
v celoti, zato smo naslednji dan dodali še K2CO3 (284 mg, 2,05 mmol, 6,0 ekv.) in segrevali 
pri 80 °C. Za izvedbo kolonske kromatografije smo uporabili mobilno fazo EtOAc/n-heksan 
= 1/3, V/V. 
IUPAC ime 4-(furan-2-il)- N-fenil-6-
(trifluorometil)pirimidin-2-amin 
 
Molska masa 305,25 g/mol 
Izgled Živo rumeni kristali 
Tališče 84-85 °C 
Izkoristek 23 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V) = 0,57 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 6,80 (dd, J1 = 3,5 Hz, J2 = 1,7 Hz, 1H), 7,02 (tt, J1 = 7,3 
Hz, J2 = 1,0 Hz, 1H), 7,31 – 7,37 (m, 2H), 7,50 (s, 1H), 7,58 (dd, 
J1 = 3,5 Hz, J2 = 0,6 Hz, 1H), 7,80 – 7,84 (m, 2H), 8,06 (dd, J1 = 
1,7 Hz, J2 = 0,7 Hz, 1H), 10,24 (s, 1H) 
13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6)
 
 
δ (ppm) = 101,21; 113,11; 114,85; 119,24; 120,65 (q, JC-F = 275,3 
Hz); 122,32; 128,65; 139,71; 147,10; 150,47; 155,46 (q, JC-F = 
33,4 Hz); 157,85; 159,98 
HRMS (ESI+) m/z za C15H11F3N3O [M+H]
+: izračunan 306,0849, izmerjen 
306,0833 
HPLC tR = 11,610 min, 97,05 % čistost pri 254 nm 
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4.4.15 Sinteza spojine 18 
Sintezo spojine 18 smo izvedli iz spojine 3 (146 mg, 0,50 mmol, 1,0 ekv.) ter benzilamina 
(174 µL, 2,50 mmol, 5,0 ekv.) po splošnem postopku sinteze končnih spojin. Za izvedbo 
kolonske kromatografije smo uporabili mobilno fazo EtOAc/n-heksan = 1:2, V/V. 
IUPAC ime N-benzil-4-(furan-2-il)-6-
(trifluorometil)pirimidin-2-amin 
 
Molska masa 319,28 g/mol 
Izgled Rumeni kristali 
Tališče 62-64 °C 
Izkoristek 94 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 2/1, V/V) = 0,77 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 4,53 (4,57)* (s + s , 2H), 6,74 (dd, J1 = 3,5 Hz, J2 = 1,7 
Hz, 1H), 7,19 – 7,41 (m, 6H), 7,44 (d, J = 3,3 Hz, 1H), 7,98 (dd, 
J1 = 1,7 Hz, J2 = 0,7 Hz, 1H), 8,47 (s, 1H) 
13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 44,14; 98,66 (99,45)*; 112,88; 114,00; 120,69 (q, JC-F 
= 274,7 Hz); 126,76; 127,48; 128,22; 139,74; 146,68, 150,67 (q, 
JC-F = 32,0 Hz); 155,78; 157,77; 159,13; 162,24 
HRMS (ESI+) m/z za C16H13F3N3O [M+H]
+: izračunan 320,1005, izmerjen 
320,0996 
HPLC tR = 11,637 min, 100,00 % čistost pri 254 nm  
 
4.4.16 Sinteza spojine 19 
Sintezo spojine 19 smo izvedli iz spojine 3 (100 mg, 0,34 mmol, 1,0 ekv.) ter 2-fenil-
etilamina (215 µL, 1,71 mmol, 5,0 ekv.) po splošnem postopku sinteze končnih spojin. Za 
izvedbo kolonske kromatografije smo uporabili mobilno fazo EtOAc/n-heksan = 1/4, V/V. 
IUPAC ime 4-(furan-2-il)- N-fenetil-6-
(trifluorometil)pirimidin-2-amin 
 
Molska masa 333,31 g/mol 
Izgled Bledo rumeni kristali 
Tališče 80-81 °C 
Izkoristek 47 % 
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TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V) = 0,60 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 2,82 – 2,92 (m, 2H), 3,46 – 3,62 (m, 2H), 6,73 – 6,77 
(m, 1H), 7,16 – 7,31 (m, 6H), 7,42 – 7,49 (m, 1H), 7,96 – 8,07 (m, 
2H) 
13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6)
 
δ (ppm) = 34,64 (34,76)*; 42,60; 98,35 (99,14)*; 112,84; 113,80 
(113,87)*; 120,74 (q, JC-F = 275,2 Hz); 126,05; 128,31; 128,69; 
139,51; 146,56; 150,57 (150,94)*; 155,42 (q, JC-F = 33,3 Hz) 
(155,83 (q, JC-F = 34,2 Hz))*; 157,79; 162,22 (162,32)* 
HRMS (ESI+) m/z za C17H15F3N3O [M+H]
+: izračunan 334,1162, izmerjen 
334,1144 
HPLC tR = 12,217 min, 96,71 % čistost pri 254 nm (metoda IDO) 
 
4.4.17 Sinteza spojine 20 
Sintezo spojine 20 smo izvedli iz spojine 3 (146 mg, 0,50 mmol, 1,0 ekv.) ter 3-
(aminometil)fenola (185 mg, 1,50 mmol, 3,0 ekv.) po splošnem postopku sinteze končnih 
spojin. Za izvedbo kolonske kromatografije smo uporabili mobilno fazo EtOAc/n-heksan = 
1/2, V/V. 
IUPAC ime 3-(((4-(furan-2-il)-6-
(trifluorometil)pirimidin-2-
il)amino)metil)fenol 
 
Molska masa 335,29 g/mol 
Izgled Bledo rumeni kristali 
Tališče 112-113 °C 
Izkoristek 19 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V) = 0,28 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 4,42 – 4,54 (m, 2H), 6,60 (ddd, J1 = 8,0 Hz, J2 = 1,6 Hz, 
J3 = 0,9 Hz, 1H), 6,74 (dd, J1 = 3,3 Hz, J2 = 1,6 Hz, 1H), 6,74 – 
6,82 (m, 2H), 7,09 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 7,19 (7,26)* (s + s, 1H), 
7,41 – 7,45 (m, 1H), 7,98 (dd, J1 = 1,8 Hz, J2 = 0,8 Hz, 1H), 8,35 
– 8,46 (m, 1H), 9,28 (s, 1H) 
13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6)
 
δ (ppm) = 44,02; 98,58 (99,43)*; 112,89; 113,71; 113,97; 114,14; 
118,08; 120,71 (q, JC-F = 275,4 Hz); 129,20; 141,06 (141,25)*; 
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146,66; 150,56 (150,88)*; 155,42 (q, JC-F = 33,6 Hz) (156,01 (q, 
JC-F = 34,0 Hz))*; 157,34; 157,79 (157,94)*; 162,30 (162,50)* 
HRMS (ESI+) m/z za C16H13F3N3O2 [M+H]
+: izračunan 336,0954, izmerjen 
336,0947 
HPLC tR = 9,687 min, 99,69 % čistost pri 254 nm 
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5 REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1 Komentar sinteznih postopkov 
Pripravili smo serijo derivatov 4-(furan-2-il)-6-(trifluorometil)pirimidin-2-amina s 
substitucijo aminov na mestu 2. Pred uvedbo amina smo izvedli tristopenjsko reakcijo. V 
prvi stopnji smo z dodatkom etil trifluoroacetata k acetilfuranu ob prisotnosti močne baze 
(NaOEt) dosegli tvorbo 1,3-dikarbonilne spojine. Sledila je kondenzacija s S-
metilizotiosečnino do pirimidinskega obroča s pripeto metiltiolno skupino. V tretji stopnji 
pa je potekla oksidacija sulfida do sulfona.  
Prva stopnja sinteze poteče po mehanizmu mešane oziroma asimetrične Claisenove 
kondenzacije ketona in estra (slika 10). Za »in situ« nastanek močne baze NaOEt uporabimo 
natrij in brezvodni EtOH, saj bi v nasprotnem primeru natrij burno reagiral z vodo (nastaneta 
NaOH in H2, ki je eksploziven). Nastali NaOEt nato odtegne proton metilni skupini ob 
ketonu, kar sproži nastanek resonančno stabiliziranega enolatnega aniona, ki kot C-nukleofil 
napade karbonilni ogljik aktiviranega estra. Dobro izstopajoča alkoksi skupina (EtO-) se 
eliminira in v naslednjem koraku odcepi α-proton, pri čemer nastane nov, visoko resonančno 
stabiliziran enolatni anion. Reakcijo ustavimo z dodatkom kisline, pri čemer protoniramo 
enolat. Pri reakciji lahko poteče tudi stranska reakcija aldolne kondenzacije, in sicer med 
dvema molekulama acetilfurana (38–40). Glede na 64 % izkoristek reakcije lahko sklepamo, 
da je reakcija skoraj popolnoma potekla in je dobljeni produkt tudi glavni produkt – 1,3-
dikarbonilna spojina oziroma 1,3-diketon. Slednji se lahko nahaja še v dveh tavtomernih 
enolnih oblikah, ki sta vinilogni kislini. Enolno obliko stabilizira intramolekularna vodikova 
vez, poleg tega pa je gonilna sila enolizacije tudi popolna konjugacija.  
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Slika 10: Mehanizem Claisenove kondenzacije v prvi stopnji, ki vodi do nastanka 4,4,4-
trifluoro-1-(furan-2-il)butan-1,3-diona (38). 
Po dobljenem 1,3-diketonu sledi stopnja njegove kondenzacije s S-metilizotiosečnino do 
nastanka pirimidinskega obroča. Ker nukleofil oziroma S-metilizotiosečnina že vsebuje 
dvojno vez, se aromatski heterocikel tvori direktno, brez potrebe po dodatni oksidaciji. 
Reakcija poteče po mehanizmu dvojne nukleofilne adicije s sledečo eliminacijo, in sicer 
preko dveh tetraedričnih intermediatov, iz katerih nato izstopita molekuli vode (slika 11). Za 
popoln potek reakcije in čim boljši izkoristek je potrebna tudi visoka temperatura, ki jo 
zagotovimo s segrevanjem ob refluksu (41–43). 
 
Slika 11: Predlagan mehanizem kondenzacije 1,3-diketona in S-metilizotiosečnine za 
nastanek pirimidinskega obroča preko dveh tetraedričnih intermediatov (41). 
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V tretji stopnji smo za izvedbo oksidacije sulfida do sulfona uporabili močan oksidant 
Oxone®. Gre za kalijev peroksimonosulfat, ki je zaradi boljše stabilnosti v obliki trojne soli 
(2KHSO5·KHSO4·K2SO4). Za potek oksidacije do sulfona potrebujemo 2 ekvivalenta 
Oxone®, saj bi v nasprotnem primeru reakcija potekla le do sulfoksida. Pretvorba do 
sulfoksidnega intermediata namreč poteče zelo hitro, nadaljnja pretvorba do sulfona pa 
poteka počasneje (44). K ugodnemu poteku reakcije pozitivno prispeva tudi voda. Molekula 
vode namreč omogoči tvorbo intra- in intermolekularnih vodikovih vezi. Prisotnost slednjih 
pa naj bi omogočila lažji prenos kisika iz Oxone® do sulfida in nato do sulfoksida ter s tem 
spodbudi potek oksidacije do nastanka sulfona kot glavnega produkta (slika 12) (44,45). 
 
Slika 12: Predlagan mehanizem oksidacije sulfida do sulfona preko sulfoksidnega 
intermediata (45). 
Sinteza končnih spojin z uvedbo amina na mesto 2 poteče po mehanizmu nukleofilne 
aromatske substitucije (SNAr). Vsi uvedeni amini so primarni amini in so predstavljeni v 
preglednici III. Nukleofilni dušik amino skupine napade C-atom pirimidinskega obroča, ki 
ima elektrofilen značaj. V nadaljevanju reakcija poteče preko tetraedričnega intermediata, 
metilsulfonska skupina pa nato kot dobro izstopajoča skupina izstopi in pride do nastanka 
sekundarnega amina (46,47). 
 
Slika 13: Mehanizem nukleofilne aromatske substitucije 2-metilsulfonske skupine s 
primarnimi amini (46). 
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Preglednica IV: Celoten pregled izkoristkov četrte stopnje sinteze končnih spojin. 
Končna spojina Izkoristek [%] Končna spojina Izkoristek [%] 
4 57 13 46 
5 45 14 64 
6 52 15 21 
7 48 16 15 
8 23 17 23 
9 28 18 94 
10 13 19 47 
11 51 20 19 
12 61   
 
Dobljeni izkoristki reakcij so v večini primerov dobri (preglednica IV). Malce nižji so le v 
treh primerih – spojina 10, 16 in 20. Razlog za nižji izkoristek v primeru 16 lahko pripišemo 
dejstvu, da je izhodna spojina adamantilamin precej velika in posledično najverjetneje pride 
do steričnih ovir. Vzrok nizkega izkoristka v primeru 10 pa je najverjetneje v manjši 
nukleofilnosti amina zaradi prisotnosti dveh elektronprivlačnih skupin (-O- in -OH) v 
molekuli. 
Če primerjamo dolžine verig nerazvejanih alifatskih aminov, opazimo, da izkoristek pada z 
večanjem števila ogljikovih atomov (izkoristek spojine 4 > 5 > 9). To je sicer morda v 
nasprotju s pričakovanji, saj daljša veriga zaradi pozitivnega induktivnega efekta predstavlja 
močnejši nukleofil. Vzrok nižjemu izkoristku pri daljših aminih pa lahko po drugi strani 
pripišemo večji sterični oviranosti nukleofilnega dušika – npr. heksilamin (9) se precej težje 
približa metilsulfonski skupini kot pa etilamin (4). V primeru cikličnih alifatskih aminov pa 
je moč opaziti, da izkoristek narašča z večanjem števila ogljikovih atomov, z izjemo 13, kjer 
izkoristek nekoliko odstopa (izkoristek spojine 11 < 12 < 14). O podobnem naraščanju 
izkoristka z večanjem števila ogljikovih atomov lahko sklepamo tudi pri aminih z 
vsebujočim aromatskim obročem, z izjemo 18 z izredno velikim izkoristkom (izkoristek 
spojine 17 < 19).  
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5.2 Rezultati in komentar biokemijskega testiranja 
Biokemijsko testiranje je bilo izvedeno v sodelovanju s Freie Universität Berlin na Inštitutu 
za farmacijo. Testiranih je bilo deset končnih spojin: 4, 5, 8, 10, 14, 16 – 20, in sicer na 
komercialno dostopni celični liniji HEK-BlueTM hTLR8. Gre za človeške embrionalne 
ledvične celice 293 (HEK293, angl. Human embryonic kidney 293 cells) z izraženim hTLR8 
(48). Ovrednotena je bila citotoksičnost, potencialno agonistično ter antagonistično 
delovanje. Vsa testiranja so bila za zagotavljanje zanesljivosti rezultatov izvedena v treh 
ponovitvah. 
Citotoksičnost spojin je bila določena z uporabo MTT testa, pri čemer je DMSO služil kot 
negativna kontrola. Rezultati testa so pokazali, da nobena izmed testiranih spojin ne izkazuje 
citotoksičnosti pri koncentracijah 25 µM ali 50 µM, z izjemo 20, ki je pri koncentraciji 50 
µM citotoksična, pri 25 µM pa citotoksičnosti ni več zaznati. Vse spojine so bile tako 
primerne za nadaljnja testiranja, ki so potekala pri dveh izbranih koncentracijah - 10 µM in 
25 µM. 
Za preverjanje agonističnega delovanja so bile konfluentne celice tretirane z izbranimi 
spojinami (10 µM in 25 µM) za 24 h. Kot pozitivna kontrola je bil uporabljen komercialno 
dostopen TLR8 agonist TL8-506. Negativno kontrolo so predstavljale celice tretirane z 
DMSO. V kolikor spojina stimulira TLR8, pride do aktivacije transkripcijskega faktorja NF-
κB in v nadaljevanju do sproščanja embrionalne alkalne fosfataze (SEAP, angl. secreted 
embryonic alkaline phosphatase). Slednjo je možno kvalitativno in kvantitativno zaznati s 
kolorimetričnim substratom QUANTI-BlueTM preko merjenja optične gostote pri 640 nm 
(49). Rezultati preliminarnega testa agonizma so pokazali, da nobena od testiranih končnih 
spojin ne izkazuje agonističnega delovanja.  
Preverjanje antagonističnega delovanja je potekalo po podobnem postopku kot test 
agonizma. Konfluentne celice so bile najprej za 1 h tretirane z izbranimi spojinami (10 µM 
in 25 µM) ali s komercialno dostopnim TLR8 antagonistom ODN2088 (pozitivna kontrola). 
Sledila je 24-urna inkubacija s TLR8 agonistom TL8-506 ter kolorimetrični test na prisotnost 
SEAP. Test je bil izveden v dveh serijah, rezultati posamezne serije so predstavljeni na sliki 
14 in 15.   
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Slika 14: Rezultati preliminarnega testa antagonističnega delovanja prve serije spojin 
(spojina 8, 10, 18 in 20) pri dveh koncentracijah – 10 µM in 25 µM. Prikazane so 
intenzitete absorbance pri 640 nm (os y) testiranih spojin (os x). DMSO: celice, tretirane z 
DMSO; TL8-506: celice, tretirane le s TLR8 agonistom TL8-506 v končni koncentraciji 0,6 
µM; ODN2088: celice, tretirane s TLR8 antagonistom ODN2088 v končni koncentraciji 1 
µM. 
 
Slika 15: Rezultati preliminarnega testa antagonističnega delovanja druge serije spojin 
(spojina 4, 5, 14, 16, 17 in 19) pri dveh koncentracijah – 10 µM in 25 µM. Prikazane so 
intenzitete absorbance pri 640 nm (os y) testiranih spojin (os x). DMSO: celice, tretirane z 
DMSO; TL8-506: celice, tretirane le s TLR8 agonistom TL8-506 v končni koncentraciji 0,6 
µM; ODN2088: celice, tretirane s TLR8 antagonistom ODN2088 v končni koncentraciji 1 
µM. 
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Najmočnejše antagonistično delovanje izkazuje spojina 20, še posebej pri koncentraciji 25 
µM. Antagonistično delovanje lahko pripišemo tudi spojinam iz druge serije, pri čemer je 
najbolj izraženo pri spojinah 17 in 19, pri prvi seriji pa v manjši meri opazimo tudi šibko 
antagonistično delovanje spojine 18 pri 25 µM.  
Pri tem je omembe vredno dejstvo, da so se celice pri testiranju druge serije že nekoliko 
drugače odzivale na dodatek spojin, kar je razvidno tudi iz razlike v odzivu pozitivne 
kontrole (ODN2088) med serijama. Čeprav so odzivi testiranih spojin nižji, je tudi odziv 
negativne kontrole za 18 % nižji v primerjavi z odzivom pozitivne kontrole (ODN2088) prve 
serije. Nižji odzivi v drugi seriji torej niso nujno posledica močnejšega antagonističnega 
delovanja spojin. Prav tako lahko opazimo, da spojine 4, 5, 14 in 16 najverjetneje ne 
izkazujejo signifikantnega antagonističnega delovanja, saj je tudi razlika odzivov med 
obema testiranima koncentracijama minimalna.  
5.3 Komentar odnosa med strukturo in delovanjem spojin (SAR) 
Če pogledamo strukture spojin, ki so se izkazale kot močni antagonisti, opazimo, da je vsem 
štirim spojinam (17-20) skupna prisotnost aromatskega obroča. Iz tega lahko sklepamo, da 
je za antagonistično delovanje potrebna nepolarna in planarna struktura, ki omogoča tvorbo 
hidrofobnih in π-π interakcij z vezavnim mestom TLR8. Hidrofobne interakcije bi se glede 
na objavljeni članek Šribar in sod. lahko tvorile z bližnjima hidrofobnima ostankoma 
fenilalanina in valina dveh monomernih enot receptorja, Phe261 in Val520* (24).  
Zanimivo je dejstvo, da spojina 18 z vezano 2-feniletilno skupino ni aktivna v tolikšni meri 
kot sorodni spojini 17 in 19, ki se od nje razlikujeta le za en C-atom v verigi, kar nakazuje 
na to, da je pomembna dolžina verige med aminom in aromatskim obročem. V kolikor na 
aromatski obroč pripnemo še hidroksilno skupino z elektrondonorskim značajem (spojina 
20) se jakost antagonističnega delovanja izrazito poveča. To nakazuje na pomembnost 
prisotnosti skupine, ki omogoči tvorbo dodatnih vodikovih vezi. 
Pri ostalih spojinah z vezanimi alifatskimi amini (4, 5, 8, 14) sklepamo, da so krajše alifatske 
verige najverjetneje premajhne in ne zapolnijo vezavnega mesta najbolj optimalno. Temu 
primerno tudi ne izkazujejo antagonističnega delovanja, kar je bilo za ta skelet v literaturi že 
opisano (24). Prav tako lahko opazimo, da vezan aromatski obroč pozitivno vpliva na 
antagonistično delovanje v primerjavi z alifatskim obročem (spojina 14). Kljub temu pa 
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spojina z vezanim alifatskim obročem nakazuje močnejše antagonistično delovanje od spojin 
z alkilnimi substituenti.
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6 SKLEP 
 
V okviru sinteznega eksperimentalnega dela smo načrtovali in sintetizirali derivate 4-(furan-
2-il)-6-(trifluorometil)pirimidin-2-amina. Preko štiristopenjske sintezne poti smo z uvedbo 
različnih primarnih aminov na mesto 2 uspešno sintetizirali kar 17 končnih spojin, s čimer 
lahko potrdimo hipotezo 1. Izkoristki reakcij so bili v vseh primerih zadovoljivi, razen 
nekoliko nižjih izkoristkov v treh primerih (spojine 10, 16 in 20), kar pa je posledica steričnih 
ovir in manjše nukleofilnosti.  
Spojine so bile biokemijsko ovrednotene na celični liniji HEK-BlueTM hTLR8, pri čemer se 
je kot najbolj obetavna spojina z močnim antagonističnim delovanjem izkazala spojina  20, 
tri spojine (17-19) pa so izkazovale nekoliko šibkejše antagonistično delovanje. Jakost 
antagonističnega delovanja v obliki vrednosti IC50 sicer ni bila določena, zato lahko hipotezo 
2 le delno potrdimo. Na podlagi dobljenih rezultatov biokemijskega testiranja smo nato 
lahko sklepali tudi o odnosu med strukturo in delovanjem naših spojin ter s tem potrdili tudi 
hipotezo 3. Ugotovili smo, da je močno antagonistično delovanje spojin pogojeno s 
prisotnostjo aromatskega obroča, vezanega na aminsko skupino preko enega C-atoma. 
Jakost delovanja se še izboljša z dodatno substitucijo na aromatskem obroču s skupino, ki je 
sposobna tvorbe vodikovih vezi, kot je na primer v našem primeru hidroksilna skupina pri 
spojini 20.  
V okviru našega raziskovalnega dela smo tako potrdili nov strukturni razred antagonistov 
TLR8, ki vsebujejo 4-(furan-2-il)-6-(trifluorometil)pirimidin-2-aminski skelet. Zaključimo 
lahko, da bodo te ugotovitve pomembno prispevale k razumevanju modulacije TLR8. Pri 
tem spojina 20 predstavlja pomembno izhodišče za nadaljnje raziskovanje in razvoj 
potencialnih antagonistov na omenjeni tarči.  
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